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小 牛 碱 性 磷酸 酶 同 工 酶 的 一 些 特性 
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摘要 ”我们 用 未 丁 醇 抽 提 ， 经 SephadexG- 100 KE IEexri fü DEAE- 纤 维 素 柱 层 析 两 步 纯 
化 ， 得 到 了 比 活 性 增 大 40 信和 PAGE 纯 的 后 AKP RTA. H AKP ALCES SEE ITE TE 
性 、 电 访 迁 移 率 (及 A 值 )、 热 抑制 、 尿 素 抑 制 、 组 织 特异 性 抑制 实验 ， 以 鉴别 每 种 同 工 世 的 特 
性 。 实 验 结 果 表 明 : Dg dB] DAS RAE. FALE > FELE > 小肠 同 工 酶 : 宇 经 S6C 加 热 
10 min, HE LESSE ARE. MBALA EREA, GO 尿素 强烈 地 抑制 骨 同 工 蓝 锋 
TE. Bel CEARR RE EE; 于 组 组 特异 性 抑制 剂 革 丙 氨 酸 强烈 抑制 肠 AKP 活性 。 


t 
Y 、 ”关键 词 ， 碱 性 品 酸 梅 同 工 梅 ， 电 泳 迁 移 率 ， 热 抑制 ， 尿 素 抑制 ， 组 织 特异 性 抑制 ya} a 
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WE E REERBS[IE GENE A EESEERNE(E, C3, 1, 3, 1 AKP or Alp)] 是 一 类 多 型 性 酶 ， 
它们 的 一 些 功 能 目前 仍 不 甚 清楚 。 动 物 血 清 AKP 指标 已 用 于 临床 诊断 。80 年 代 起 、 在 畜 
Beak LAIF GE k AKP 作为 畜 禽 和 肉 、 奶 、 罩 、 毛 等 产量 的 种 质 指标 。 如 Pete- 
roson(1986) 提 出 血清 AKP 能 作为 黑白 花 牛 产 奶 量 、 和 乳脂 含量 的 可 靠 指 标 ; 陆 曼 珠 等 
(1985) 证 实 牛 血清 AKP 的 活性 与 牛 产 奶 量 之 间 有 某 种 相关 关系 。 但 直到 目前 ， 这 类 工作 
都 是 应 用 血清 AKP 总 话 性 ， 而 事实 上 动物 血清 AKP 中 只 有 某 种 或 几 种 AKP RIT 
动物 种 群 或 个 体 的 生理 及 生产 性 能 有 着 显著 的 相关 性 。 因 此 ， 血 清 AKP 特征 性 同 工 酶 谱 
才 是 最 灵敏 的 指标 。 我 们 对 牛 AKP 各 同 工 酶 性 质 进 行 研究 ， 目 的 就 在 于 为 牛 血清 中 各 
AKP 特征 性 同 工 酶 谱 的 确定 提供 准确 依据 ， 亦 为 生产 及 科研 实践 打下 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

黑白 花 小 牛 产 于 市 郊 畜 牧场 。SephadexG- 100 为 瑞典 Pharmacia 产品 ，DEAE- 纤 维 
类 为 上 海 试 剂 二 厂 分 装 ; 对 硝 基 芝 酚 磷酸 二 钠 、 对 硝 基 荣 酚 、p- 莱 磁 酸 钠 均 为 德国 
E. Merck 产品 ; 坚 牢 兰 RR(Fast blue RR) 为 FluKa 产品 ， 考 马 斯 亮 兰 、 聚 乙 二 醇 
(20 kD) 进口 分 装 ; Ampholine、53 W uvy vis, pH2-IS EH, 721 分 光 光 放 计 、 全 套 自 
动 接收 记录 装置 、 冰 冻 高 速 离 心机 、 褒 精度 恒温 水 浴 箱 等 均 为 国产 。 
1.2 方法 
1.2.1 AKP 活性 测定 基本 按 Woodroofe 等 (1989) 使 用 和 的 PHPP 法 ， 并 把 每 分 钟 术 解 出 
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Iln 中 E OF 3L LE: 


I amol L + AIi du — EIE aL, h FERRIS PER ma. AIEO WIRES EET 


IKBEHEGE|S mmol: L。 具 体 方法 是 ，5 mmol LÉJO0.1 mol L pH10 碳酸 -碳酸 氮 钠 
SEDE MEAE IESU SERE f 1 ml+ 酶 液 0.3 ml. 37€ 保温 25 min: 加 0.02 mol L NaOH 
FEIER: 405 nm 波长 比 色 测定 ; Te IR RE (TRIES WIES OD. 标准 曲线 ， 求 出 绝对 
"b. 
1.2.2 ”RI 值 测定 、 酶 纯度 鉴定 均 采 几 Lee AR US EE ES XE SE] EIL PK FRA. AERE 
C-5", EROR X) Tris-HCl, pHS8.9, miki nbi ou REGE. PH8.3。 酶 染色 做 了 
PSR E: rcg P9 go E EBERT e a E E RR RKA IE Y O3 mol/ L pH9.3 
Tns-HCt fet. LAIMILA -TERRE mie e AE IEH BER pH PRISES dB s 
W9 (au. EEA deTETE TE — Hb. HIPENEdE. EGUORIUJCSE F Tris-HCI 缓冲 液 中 ， 一 次 
成 功 。 iX FÉUEeprTPph]. o6 qa qe dde ERIE A e o HIER ETE p- AE R 
MeSO,, F7. RR 7 Wf 2. 0, 1 mg ml F 0.3 mol L 上 述 缓冲 液 ， 
370 5 min fA 5E GA Uih nf ME 

(23. YLKI — Gh E ES JEYLURCOTSIOEEH:. R D HAEC IEEE ETR RE Ug 4 57.. 
pH3—9 的 Ampholine. RIE% 1.895: WHEN., BERRE H XER eE dH REE 
EREU RRRA R. AA pA Bor kikti 0.5 cm EDW, t Pr An PPE T $ tik 
3 ml. MRR HA Ei. ME [icc EE pH E. — 

1.24. RTM RE ETE HW e a MRE. ET R EA eik rui e m d 
fE Atie, 


2 结果 与 讨论 


24 AH CEKA RE TA REET RBS. RH PAGE ia ERA ECL AS 
KERL Meia 1 对 稍 有 扩散 的 肠 酶 进一步 做 等 电 聚 焦 ， 仍 得 单一 色 带 ， 如 
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Fig 1 The pure isoenzvmes pattern on PAGE Fig 2 Isoelectrnc focusing pattern. photograph 
gel (every gel is charuclenzed by single band) of purified intestine isenzyme (the photograph 


is characterized bv single band) 


1.2 With TR ER EIRENE ER. RMEL Rf 值 ， 肝 > 骨 > 小 肠 { 正 常 的 
m PRAI TES. BAIR. LÆ l 
2.3 AARRE R: 56C (+ 0.1C ) 误 育 不 同时 间 ， 立 即 冰 水 致 淮 ， 而 后 测定 残留 活 
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3 骨 45H E. ERTER IH] DAS (S - 些 特 性 317 
TE, FERA 图 3)。 
zB. JE Kii. sei " 

从 图 3 下 Hi TS 4 fi. 56T 表 1 各 AKP 同 工 酶 电泳 迁移 率 
£$ 5 min 几 平展 失 全 部 活性 ;小肠 酶 比 Tab. 1 Electrophoretic mobility of AKP isoenzymes 
HR. 56C 5 min 全 保留 活性 385945 0 a RSD 
Herk EAT REIH ES PE PR. S6C 5 min 肝 同 188 t 569 + D.012 
保留 活性 30%. 10 min [59€ RI 51465 ll TRS y 401 +0029 
Tt. xe. tt pF dE mis AKP [ul Fa Ls USES 

rz] T.Re à 427 - 0.018 


LE; RR. Bod) ST. 
Set 5 mmn X 10 min JE 3 ixi PE. x 
n[*ju HEB. 


244 REMEKE: del] DERE * 
WJI E R RR TU NTC 下 保温 1 oh gt 50 i 
E. WEHE SORN ATENT T eo i 
EFE RIERS, Wd P 
2, gn 
从 表 2 而 出， 尿素 对 骨 酶 的 抑制 能 您 n 
Hem. quos d a o oe, E 
xk His rK REA 0.6 mol L ffj Ee ss b 0 5 10 18 0 73 W 
Bf d n. SERHATETIBS TRADE ÉLUS 56 C 温 育 时 间 {min ， 


酶 诺 组 成 。 | s 
25 AAAS p Me se PEER e l3 Seo i A iA iie e DES TERI IS TETI 分 率 明 线 图 


E Fig. 3 Percentage of imtial AKP activity remaining in 
y jf il ; : L-X Uu A Ü 
fl LAER IIR HU LORINGRBE. purified isoenzymes after heating al 56C 


MCumf?d hls. MERRIE. XI L ËF AKP thone ARKPJ RE AKP (Ive AKPh 
Ia ib AIR SR RI TES 44 AKP (andey AKPk 小 肠 AKP Intestine AKP) 


从 表 3 可见， 小 肠 AKP xf -Æ 
HARIR EOE. faH 20 mmol/ LE- 革 丙 氨 酸 处 理 ， 小 肠 AKP 活性 可 降低 70%, 
而 其 他 几 种 AKP 活性 降低 约 在 30% 一 40%。 
表 2 康 素 对 各 同 工 酶 活性 抑制 百分率 (残留 活性 %+ SD ) 


Tab.2 Percentage of initinal isoenzymes activity remaining after urea treatment 











RHENO (mol. L? LET BN: Bra CES RATH Jia A T. fg 
0 3 474375 655 4.93 19x 1.56 90 £ 7.65 
p.38 30- L63 40*3 50 950.93 8551543 
ü 53 23- [04 28 £2.84 60.05 + 294259 
240 n 2= 0.09 0 10— 0.09 





A3 组 织 特 异性 抑制 剂 处 理 后 。AKP ALMAR T FHE t SD ) 


Tab. 3 Percentage of AKP activity remaining after organ—specific inhibitor treatment 








ES mmal L) RF fe] T Ne E l T. tl] TB 小 肠 同 工 酶 
10 784 90 gS+ $30 68 4.85 45 t 4.20 
L-€,N3X4KRE M 69— 3.32 715461 56- 3.65 30x 3.21 


40 53t2158 6? * 3,58 43:242 21= 2.02 





UU http:Wwww.cqvip.com 





“u8 gj 物 FMR 18 4E 
$9 X x H 
ANDE. (nbi. C óx&sm. 1985 (ARTES AA [o] TL UE E ERER OE AASER. NN 
183 


Abk. MEHE po m. 10985. eL RPBLSPRRUERREMELAKPORS Ss SU ERO ARA C O0. 第 五 次 全 国生 物化 
FFRAE on dg e prO. 557 

dE, 1975 RAPER Rk 北京， 科学 出 版 福 ds. 

vgl. A HM. 1986 URRE Tre ul EE SU 0 Eno fe 5 c SEPENLTIS ERE. 生物 化 学 与 后 物 物理 学 报 ，18(4)， 
32] 

Donald W. Mis. 1982 Alkahne phosphtase isoenzvines review Cim Chem. 2800); 2007. 

Jaszczuk D K, Gelderman H E. 1985 Serum and issue alkahne phosphateses in pgs, Amira! Blood Groups and 
Buanhemnal Genones, 16: 105-210. 

Lian M. Lee Y. Margarel A K. J985 Electrophorenie method for assesing the normal and palhogicat distribu- 
tian al alkaline nhosphase isoenzymes in serum. CA Chem, 21(8) 1125-1129 

Woudronle M N, Dunmas M P, 1989. Evidence for the imporlance of argimine residues m pig kidney alkahne 

phosphatase  Brochem J, ?RI, 139. 


THE CHARACTERIZATION STUDIES OF CATTLE 


ALKALINE PHOSPHATASE ISOENZYMES 


Qin Daming 
Dep Brjoey.. Jangir Educuriun Institute) 
Shen Qiugu Wang Xingjin 


(Dept ut Husheridr y und b vrerinary Sewace. Jiangxi Agrivulteral University) 


Abstract 

Alkaline phospbatase isoenzymes with a specific activity of >40 fold and PAGE pure 
was isolated from the liver, kidney, hone and intestine of the newborn calf (First. each tis- 
sue homogentes was extracted in buffer butanol. Then, the aqueous phase was separated by 
filtration on Sephadex G-100, DEAE-cellulose column chromatography). 

The pure product was studied with respect to its enzymetic activity. electrophoretic mo- 
bilies (RF value) heat inhibition, urea inhibition, organ-specific inhibitor treatment, to 
establish the identities of each isoenzyme. The results demonstrated the following; 

1 Isoenzymes Rf value; liver isoenzyme > bone isoenzyme > small intestine isoenzyme. 

2. Only the bone enzyme was completely inactivated when heated at 56C IQ 
min. Intestial isoenzyme was heat-stable 

3. Urea was a strict mhibitor of bone isoenzyme and intestial isoenzyme was 
urea -stable. 

4. Organ-specific inhibitor strictly inhibit activity of intestine AKP. 

Key words Alkaline phosphatase isoenzyme, Electrophoretic mobilities, Heat 

inhibition, Urea inhibition. Organ-specific Inhibition 


